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(57) Abstract 

The process comprises obtaining an image or spectrum MR having any characteristic or MR sensitive to the pH of molecules 
impervious to the membering. Normally, the chemical displacement of a nucleous located in or at the vicinity of a ionisable group of a 
non permeating molecule is used as "pH informating resonance" in the extracellular space. Various MR methods (chemical displacement 
selective image (CSIC) or spectroscopic image (SL)) enable to determine the distribution in the space of the "informational resonance" 
and therefore the distribution of the extracellular pH in the sample. Said information is useful for example in clinical situations such as 
muscular dystrophies, ischemia, tumoral transformation and metastases. 

(57) Resumen 

El abordaje consiste en la obtenci6n de una imagen o espectro MR de cualquier propiedad de MR sensible al pH de moleculas 
impermeables a la membrana. Normalmente se utiliza el desplazamiento qufmico de un nucleo localizado en, o en la proximidad de, 
un grupo ionizable de una molecula no permeante como ^sonancia informadora del pH" en el espacio extracelular. Varios mdtodos de 
MR (CSIC-imagen selectiva del desplazamiento qufmico o SL^imagen espectroscopica) permiten la determinaci6n de la distribuci6n en el 
espacio de la 'Vesonancia informadora", y por tanto la distribucion del pH extracelular en la muestra. Esta informaci6n resulta dtil, entre 
otras, en situaciones clfnicas como las distrofias musculares, la isquemia, la transformacidn tumoral y las metastasis. 
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TTTULO 

PROCEDIMIENTOS PARA LA OBTENCI6N DE IMAGENES Y ESPECTROS 
DEL pH EXTRACELULAR POR RESONANCIA MAGNETICA CON 
INDICADORES EXTRINSECOS CONTENIENDO 1 H 6 19 F. 

5 

SECTOR DE LA TECNICA 

• Medicina Fi'sica. 

• Sector Farmaceutico. 

• Investigacidn Biomedica. 
10 • Diagn6stico por imagen. 

ESTADO DE LA TECNICA 

Las aplicaciones biomedicas de la Resonancia Magnetica (MR) han 
experimentado un gran desarrollo en las ultimas decadas (Andrew, E.R., 

15 Bydder, G., Griffiths, J., lies, R. y Styles, P. Eds. (1990) Clinical Magnetic 
Resonance Imaging and Spectroscopy. John Wiley and Sons. New York). Se 
han utilizado tanto la Espectroscopia (MRS) como la Imagen (MRI) por 
Resonancia Magnetica para estudiar no invasivamente procesos fisioldgicos y 
patologicos en animales y seres humanos (Gillies, R.J. Ed. (1994) NMR in 

20 Physiology and Biomedicine, Academic Press, New York). Tambien ha sido 
posible extender las aplicaciones de la MR a estudios sobre la fisiologia y 
patologfa al nivel celular (Gillies, R.J., Gallons, J.P., McGovern, KA, Scherrer, 
P .G.. Lien, YH , Job, C, R., Chapa, F., Cerdan, S. y Dale, B E. (1993) NMR in 
Biomedicine 6,95-104). Tornados en su conjunto, estos avances han hecho 

25 posible estudiar por MR, de una manera integrada, algunos aspectbs 
fundamentals de la Biologia y la Medicina, incluyendo la proliferaci6n y 
diferenciacion celular y la transformacibn tumoral. Estos procesos ocurren con 
cambios concomitantes en el pH intra y extracelular. Adicionalmente, el pH es 
una variable fisiologica crucial en otros procesos fundamentales como el 

30 ejercicio y la fatiga muscular, el control metabolico y la transduction del mensaje 
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hormonal (Roos, A. y Boron, W.F. (1981) Physiol. Rev 61 ,296-696). 

La concentration de protones intracelulares es el resultado del balance 
entre los procesos de producci6n y consumo intracelular de protones, la 
captacion p extrusion de protones al medio extracelular y la capacidad de 

5 tamponamiento intracelular (Moldes, M., Cruz, F., Chapa, F. y Cerdan, F. y 
Cerdan S. (1995) Quart. Mag. Res, in Biol. Med. 2,5-17). Dado que esta ultima 
es normalmente constante, un aumento en la producci6n de protones 
intracelulares se puede compensar por la extrusjdn de acido 6 captacion de 
base del medio extracelular y un aumento en la produccidn intracelular de base 

10 se podria compensar por el mecanismo opuestp. Por tanto, cambios en el pH 
extracelular reflejan normalmente modificaciones en el pH intracelular y las 
medidas del pH extracelular proporcionan una herramienta muy util para 
monitorizar alteraciones en la homeostasis del pH intracelular. 

Los metodos disponibles actualmente para la determinaCion del pH en 

15 muestras biologicas incluyen metodos potenciometricps (electrodos de pH), 
tecnicas radiometricas, metodos opticos y abordajes de Resonancia Magnetica 
(Henderson, R.M. y Graf, J (1988) In pH Homeostasis: Mechanisms and Control 
(Haussinger.D. Ed.) Academic Press, pg 5-26). La utilizacibn de una sonda 
molecular impermeable a la membrana, ya sea radioactiva, cromofora, 

20 fluorescente, fosforescente 6 activa en MR permite a cualquiera de estos 
metodos medir exclusivamente el pH extracelular. Sin embargo, entre la 
variedad de los metodos disponibles, tan s6lo la MR permite la bbtencibn de 
imagenes no invasivas de la totalidad del volumen tridimensional de muestras 
opticamente opacas. Estas caracteristicas hacen de la MR el metodo de 

25 eleccibn para la determinacion no invasiva del pH extracelular en especi'menes 
biol6gicos. En esta patente describimos el uso y aplicaciones de una nueva 
serie de moleculas indicadoras que permiten la determinaci6n del pH 
intracelular y el pH extracelular por metodos de MRS y MRI. 
Los abordajes previos han utilizado principalmente 31 P MRS y el desplazamiento 

30 quimico del fosfato inorganico para la medida del pH intracelular en 
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suspensiones celulares, 6rganos perfundidos, tejidos, animales intactos o 
incluso seres humanos (Moon, R.B. y Richards, J.H. (1973) / Biol. Chem 248, 
7276-7278). Una variante de este metodo ha permitido medir exclusivamente el 
pH extracelular por 1D- 31 P MRS en suspensiones de celulas utilizando 

5 fosfonatos impermeables a la membrana plasm£tica (Gillies, R.J., Liu, Z. Y 
; Bhujwalla, Z. (1994) Am.J. Physiol. 267, C195-C203). Por otro lado, se han 
propuesto tecnicas de 31 P MRS localizada que permiten obtener espectros de 
31 P RMN de una region espacial especificada (voxel) dentro de un animal 
intacto, y asf determinar por el desplazamiento qufmico del P ( , el pH intracelular 

10 promedio en la regi6n seleccionada (Aue, W.P. (1986) Rev. Mag. Res. Med. 
1:21-72; Ordidge, R.J., Connelly, A. y Lohman, JAB. (1986) J. Mag. Res. 
66 :283-294 ; Frahm, J., Bruhn, H., Gyngell, M.N.L, Merboldt, K.D., Hanike, W. 
Y Sauter, R (1989) Mag. Res. Med. 9:79-93). Tambien se han desarrollado 
metodologias de imagen multivoxel por 31 P MRS. Estas tecnicas permiten 

15 obtener simultaneamente, espectros de 31 P RMN de una coleccion de voxels 
adyacentes que cubren completamente el volumen tridimensional del 
especimen, proporcionando asi, mapas tridimensionales de la distribucion del 
pH a traves de la muestra (Brown, T.R., Kincaid, B.M. y Ugurbil, K. (1982) Proc. 
Natl. Acad. So. U.S.A. 79:3523-3526 ; Maudsley, A.A., Hilal, S.K., Perman, W.H. 

20 y Simon, H.E. (1983). J. Mag. Res. 66:283-294; Vigneron, D.B., Nelson, S.J., 
Nat, R, Murphy-Boesch, J .Kelley, D.A.C., Kessler, H.B., Brown, T.R. y Taylor, 
XS. (1990) Radiology 177:643-649 ; Shungu, D.C. y Glickson, J.D. (1994) Mag. 
Res. in Med. 32, 277-84; Shungu, D.C. y Glickson, J.D. (1993) Mag. Res. in 
Med. 30, 661 -71). 

25 A pesar de estos progresos, la aplicacion de los metodos de 31 P MRS para la 
determinaci6n del pH ha estado tradicionalmente limitada por la baja 
sensibilidad del nucleo de 31 P. Asf, Ids metodos de 31 P MRS requieren tiempos 
de adquisicion largos y tamanos de voxel grandes para obtener una adecuada 
relacion senal/ruidd. Estas dos circunstancias reducen significativamente la 

30 resolucion temporal y espacial de la medida de pH por 31 P MRS. Ambas 
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limitaciones se pueden aliviar mediante el uso de 1 H 6 19 F, dos nucleoS 
inherentemente mas sensibles en MR que 31 P (Gadian, D.G. (1982) Nuclear 
Magnetic Resonance and its applications to living systems. Oxford University 
Press, pg 8). Este aumento de sensibilidad de 1 H ( 19 F) MRS frente a 31 p MRS 
5 permitiria obtener espectros o imagenes 1-D, 2-D 6 3-D, similares a los de 31 P 
en senal/ruido, pero 4(3), 16(12), 6 64(43) veces mas rapido que con 31 P MRS. 
Tambi6n se podria obtener, utilizando 1 H ( 19 F) MRS una reducci6n significativa 
del tamano de voxel empleado en adquisicion^s con 31 P MRS, manteniendo las 
mismas condiciones de senal/ruido. Sin embargo, la presencia de metabolitos 

10 intrinsecos conteniendo resonancias de 1 H apropiadas es excepcional 
(Yoshizaki, K, Seo, Y. y Nishikawa, H. (1981) Biochim. Biophys Acta. 678, 
283-291) y no existen naturalmente metabolitos conteniendo 19 F. Estas 
circunstancias hacen indispensable el uso de sondas extrmsecas conteniendo 
nucleos de 1 H (Rabenstein, D.L e Isab, A. (1982) Anal Biochem. 121, 423) 6 19 F 

15 (Deutsch, C, Taylor, J.S. y Wilson, D F. (1982) Proc. Natl. Acad Sc/V U. S.A, 
79, 7944) sensibles al pH para poder implementar con exito las tecnicas de 1 H 6 
19 F MRS 6 MRI en la medida del pH intracelular. 

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION. 

20 Algunos de nosotros hemos descrito recientemente la sintesis de una nueva 
serie de indicadores para la medida del pH intracelular, pH extracelular y 
volumen celular por 1 H RMN en suspensiones celulares (Gil, M.S., Cruz, F., 
Cerdan, S. y Ballesteros, P. (1992) Bioorg. Med Chem. Lett: 2, 1117-1722 ; Gil, 
M.S., Zaderenko, P., Cruz, F., Cerdan, S. y Ballesteros, P. (1994) Bioorg. Med. 

25 Chem. 2, 305- 14 ; Zaderenko, P., Gil, M.S., Ballesteros, P. y Cerdan, S. (1994) 
J. Org. Chem. (1994) 59,6268-73). En esta patente, se describen algunas 
propiedades farmacologicas y toxicologicas de estas mol6culas utiles para su 
empleo como indicadores de pH en cultivos celulares y animates enteros y se 
demuestran los procedimientos de obtenci6n de imagenes del pH tanto in vitro 

30 en sistemas modelo como in vivo en ratones portadores de tumores RIF-1. La 
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utiiizaci6n de estos nuevos indicadores en conjuncidn con tecnologias d H MR 
como la imagen de desplazamiento qufmico (CSI) o la imagen espectroscopica 
(SI) permiten una disminucion considerable en los tiempps de adquisicidn y un 
aumento significativo en la I resolution de las medidas de pH en comparacion 
5 con los metodos previos basados en la utilizaci6n de 31 P MR. 

DESCRIPCI6N DETALLADA DE LA INVENCI6N. 

El esquema 1 muestra las estructuras de algunas moleculas indicaddras 
utiles en medidas del pH por 1 H MRS. Los compuestos mas relevantes como 
10 sondas permeables para la medida simultanea del pH intra- y extracelular son; 
el imidazol (1, R 1 =R 2 =H) y el acido imidazcl-1-ilac6tico (4, R 1 =R 2 =H). y como 
sonda no permeable para medidas del pH extracelular; el acido 
(±)-3-(etoxicart>onil)-2-imidazol-1-ilpropi6nico (9, R 1= R 2 =H). 




R0 2 C N ^X^CO 2 R HOaC^^ls^COaH 
5 6 

«h «h 



30 



7 • • 

Esquema 1. R 1 y R 2 se refieren a hidrogeno o a cualquier sustituyente alquilo 
conteniendo o no 19 F. R se refiere a cualquier sustituyente alquilo. 
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La preparaci6n y propiedades RMN de algunas de estas moleculas se han 
descrito en detalle previamente (Gil, M.S., Cruz, F., Cerdan, S. y Ballesteros, P. 
(1992) Bioorg. Med. Chem. Lett. 2, 1117-1722; Gil, M.S., Zaderenko, P., Cruz, 
F., Cerdan, S, y Ballesteros, P. (1994) Bioorg. Med. Chem. 2, 305- 14 ; 

5 Zaderenko, P., Gil, M.S., Ballesteros, P. y Cerdan, S. (1994) J. Org. Chem. 
(1994) 59,6268-73). En general, la medida del pH se basa en la determination del 
desplazamiento quimico del proton H2 de estos compuestos que actua como 
"resonancia informadora" en el medio biologico y su comparaci6n con el 
desplazamiento quimico del prot6n H2 del mismo compuesto en soluciones 

10 modelo de pH conocido. La Figura 1 muestra la dependencia del 
desplazamiento quimico del prot6n H2 del compuesto 9 (R^R^H, R=Et) con el 
pH. Una extensi6n de este procedimiento consite en obtener imagenes MR del 
proton H2. Estas imagenes se pueden obtener por medio de una excitaci6n 
selectiva de H2 y posterior codification en imagen (ntetodos de desplazamiento 

15 quimico-CSI) 6 mediante la excitacion no selectiva de todo el espectro de prot6n 
en diversos voxels contiguos que cubren toda la muestra (metodos de imagen 
espectroscopica-SI). Ambos metodos revelan la distribuci6n especial de la 
resonancia H2 de estos compuestos en la muestra y por tanto la distribution del 
pH. 

20 En esta invencion, describimos la utilizacion de estos compuestos para la 

obtenci6n de imagenes y espectros de 1 H RMN que revelan el pH extracelular 
en diversos sistemas biologicos; incluyendo organulos subcelulares y celulas 
aisladas 6 cultivadas de animales o plantas, 6rganos perfundidos, animates 
intactos y seres humanos. Estos dos ultimos aspectos en particular requieren 

25 una exploracion de la toxicidad y farmacocinetica de estos compuestos asf como 
una demostracion fehaciente de la eficacia de \qs procedimientos de obtencion 
de imagenes de pH in vitro e in vivo. Esta patente describe; 1) las propiedades 
toxicol6gicas de algunas sondas utiles de pH extracelular 2) las cineticas de 
distribucibn en sangre e incorporaci6n a tejidos del compuesto menos tdxico de 

30 esta nueva serie y 3) los procedimientos in vitro e in vivo de imagen MR de 
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desplazamiento quimico (CSI) e imagen espectroscopica (SI) que permiten 
obtener imageries MR del pH extraocular en muestras modelo y en ratones 
portadores de tumores RIF-1 . 

5 ESTUDIOS DE TOXICIDAD EN CULTIVOS CELULARES Y RATONES. 

La toxicidad de lbs compuestos 5 (R 1 =R 2 =H, R=Et), 6 (R 1 =R 2 =H) y 9 
(R 1 =R 2 =H, R=Et) se determin6 en cultivos celulares utilizandb el sigulente 
procedimiento. Se crecieron fibrbblastos de ratbn NIH 3T3 en el medio esencial 
de cultivo modificado por Dulbecco (DMEM) suplemetado con 10% de suero 

10 bovino fetal (FCS, Hyclone, Logan, Utah, USA). Una vez alcanzada la 
confluencia, se anadieron al medio de cultivo los compuestos 5 (R 1 =R 2 =H, 
R=Et), 6 (R 1 =R 2 =H) y 9 (R^R-H, R=Et) en un intervalo de concentraciones de 
0 a 20mM. Despues de 72h de incubacion, se determino el numero de celulas 
supervivientes en el cultivo mediante el metodo de Gillies y cols. (Gillies, R.J., 

15 Didier, N, y Denton, M (1986) Anal. Biochem. 159 : 109-1 13). Los resultados se 
presentan en la Tabla 1. El compuesto 9 (R^R^H, R=Et) no resultd toxico, 
puesto que los numeros de celulas viables en presencia de 20 mM 9 (R 1 =R 2 =H, 
R=Et), no fueron significativamente diferentes del control (0 mM). Sin embargo, 
el compuesto 5 (R 1 =R 2 =H, R=Et) mostrb una fuerte toxicidad, induciendo muerte 

20 celular casi completa en concentraciones de 1 5 mM (DLso 6,8 mM). Finalmente, 
el compuesto 6 (R'=R 2 =H) mostro una toxicidad moderada, con una reduccibn 
significativa del numero de celulas viables observable tan solo en la 
concentracion mas alta de 20 mM. 

25 



30 
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labia 1. Efecto de concentraciones crecientes de los compuestos 5 (R 1 =R 2 =H, 
R=Et), 6 (R 1 =R 2 =H) and 9 (R^R^H, R=Et) en la supervivemcia celular. 



Concentrac 

■ e _ 

ion 

^iTilVI/ 


Compuesto 

5 (K =K =H, 


Compuesto 

6 (R =K =n; 


oompuesto 

O /D 1 — D 2 — U 

9 (K -K — n, 
R=Et) 


0,0 


1,54±0,04 


1,39±0,31 


1,65±0,12 


1,0 


1,52±0,10 


1,50±0,22 


1,68±0,04 


5,0 


1,02±0,08 


1,34±0,11 


1,38±0,06 


10,0 


0,37±0,08 


1,40±0,14 


1,52±0,13 


15,0 


0,27±0,01 


1,29±0,13 


1,60±0,13 


20,0 


0,20±0,05 


1,10±0,06 


1,54±0,09 



5 densidad optica media (una medida del numero de celulas) (Gillies, R.J., Didier, 
N. y Denton, M. (1986) Anal. Biochem. 159 : 109-1 13), como se indica en la ref. 
24. Los resultados son media±SD de determinacipnes en cuatro placas distintas 
por cada concentraci6n. 

10 Tambien se determino la toxicidad (LD50) de los compuestos 1 (R^R^H), 

4 (R^R^H) y 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et) en animales enteros. Estos resultados 
aparecen recogidos en la Tabla 2. Se inyectaron intraperitonealmente 1 
(r 1 =r 2 =H), 4 (R^R^H) y 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et) en ratones machos Swiss albino 
(30-40 g peso corporal) en dosis crecientes de hasta 3g/Kg peso corporal. Se 

15 utilizaron al menos siete dosis diferentes para cada compuesto administradas a 
seis ratones por cada dosis, colocando los seis ratones correspondientes a 
cada dosis en jaulas independientes. La LD50 se determind una semana 
despues de la inyeccion mediante el metodo de Miller and Tainter (Vallette, G. 
(1966) Manual of Pharmacodynamics. Masson et Cie, Eds. Paris, Vl e , pg 70). El 

20 compuesto 9 (R^R^H, R=Et) que es, por sus propiedades RMN y su 
comportamiento en suspensiones d eritrocitos, un indicador muy util del pH 
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extracelular, no resultd t6xico hasta dosis de 3 g/Kg peso corporal, y se observ6 
un comportamiento similar en el compuesto 4 (R 1 =R 2 =H). El compuesto 1 
(R 1 =R 2 sH).result6 t6xico en el rango de concentraciones ensayadas, pero con 
una DL50 relativamente alta. Por tanto el compuesto 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et) presenta 
propiedades toxicologicas muy apropidas para su utilizaci6n como molecula 
indicadora del pH extracelular en animates y seres humanos. 

Tabla 2. Valores de LDso para los compuestos 1 (R 1 =R 2 =H), 4 (R^R^H) y 9 
(R 1= R 2 =H, R=Et). 



Compuesto 


LDso (mg/kg peso corporal) 


1(R'=R^=H) 


250 


4 (R^R^H) 


>3000 


9 (R'=R'=H, R=Et) 


> 3000 



Tainter (Vallette, G (1966) Manual of Pharmacodynamics. Masson et Cie, Eds. 
Paris, Vl e , pg70). 



Farmacocin6tica. 

15 La Figura 2 (paneles A-F) muestra los cambios de concentracion de jos 

compuestos 1 (R 1 =R 2 =H) y 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et) en el plasma y en diversos tejidos 
despues de la administracidn de 1 mmol de estos compuestos a ratas adultas. 
En el experimento que muestra el panel 2A, se inyectaron 0,5 ml de una 
solucion 2M de 1 (R^R^H; pH:7,0) 6 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et ; pH:7,0) en la vena 

20 yugular derecha de ratas macho Wistar (277-312 g peso corporal) y se 
extrajeron muesfras de sangre (0,2 ml) de la vena yugular izquierda, antes de la 
inyeccion y despues de 1, 5, 10, 15, 30, 45 and 60 minutos. Se prepararon las 
correspondientes muestras de plasma, se liofilizaron, se resuspendieroh en 0,5 
ml D 2 0 (99,9%D) y se analizaron por 1 H NMR (360,1 3 MHz, 22°C, pH 7,2). 

25 El compuesto 1 (R 1 =R 2 =H) desapareci6 mas lentamente (t 1/2 = 17 miri) del 

plasma que el compuesto 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et , t 1/2 = 6 min). Las concentraciones 
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mas altas de 1 (R 1 =R 2 =H, 1,5 mM) y 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et, 6,6 mM) se alcanzaron, 
2 min y 1 min despues de la inyeccion, respectivamente. No se observaron 
sfntomas de toxicidad durante el experimento. 

Los paneles 2B-2F muestran las cineticas de incorporaci6n de 1 

5 (r 1 =r 2 =h) y 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et) en diferentes tejidos. En estos experimentos, se 
inyecto 1 mmol de 1 (R 1 =R 2 =H) 6 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et) a tiempo 0 en la vena 
yugular derecha de ratas Wistar (machos adultos, 250-300 9 peso corporal). A 
los tiempos indicados, se sacrificaron los animales, se aislaron los organos 
indicados, y se prepararon y analizaron extractos de metabolitos solubles en 

10 acido perclorico (6%) y por 1 H NMR (360,13 MHz, 22°C, pH 7,2) segun nemos 
descrito previamente (Gil, M.S., Cruz, F., Cerdan, S. y Ballesteros, P. (1992) 
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2, 1117-1722). Las concentraciones de los 
compuestos en cada tejido se determinaron comparando las intensidades de los 
protones imidazolicos del compuesto con la intensidad de la resonancia del TSP 

15 utilizado como referencia interna (1 mM), corrigiendo en todos los casos para la 
cantidad de tejido extraido. 

El compuesto 1 (R 1 =R 2 =H) se encontr6 en todos los tejidos analizados, 
alcanzando concentraciones relativamente altas (pmols/g peso corporal) en el 
cerebro (15,1), coraz6n (12,8), musculo esqueletico (5,3), rinon (12,1) e higado 

20 (2,2). Las concentraciones alcanzadas en los tejidos fueron superiores a las 
alcanzadas en plasma (panel 2A) indicando que 1 tiende a acumularse en los 
espacios intracelulares. Despues de abandonar el plasma, las concentraciones 
mas altas de 1 (R 1 =R 2 =H) se encontraron primero en higado (10 min), despues 
en musculo esqueletico y corazon (10-20 min) y finalmente en cerebro y rin6n 

25 (30 min). En contraste, 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et), no se pudo detectar en el cerebro, se 
detectarqn trazas en higado (<0,2) y corazon (<0,5) y alcanz6 concentraciones 
comparables a 1 (R 1 =R 2 =H) en musculo esqueletico (5,8) y rifion (13,9). Las 
trazas de 9 (R^R^H, R=Et) encontradas en corazbn e higado reflejan muy 
probablemente la contaminacion con sangre en estos organos. Las 

30 concentraciones maximas de 9 (R^R^H, R=Et) en tejidos se alcanzaron 
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primero en el rin6n (a los 10 min) y despues en el musculo esqueletico (a los 20 
min). Tan s6lo en el rin6n 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et) alcanza una concentraci6n similar 
a la detectada en plasma, indicando que este compuesto es un buen marcador 
del espacio extracelular especialmente en el cerebro, hfgado y corazon. Por 
5 ultimo 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et) alcanzo su concentration mis alta en rinon mas 
rapidamente que 1 (R 1 =R 2 =H), pero en el musculo esqueletico ocurri6 lo 
contrario. 

Imagenes de pH por Resonancia Magnetica; 1 H CSI y 1 H SI. 

10 La Figura 3 muestra la obtencidn de una imagen de pH utilizando 1 H CSI 

(imagen.de desplazamiento quimico) y el compuesto 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et). Esta 
es, hasta lo que conocemos, la primera imagen de la distribucidn espacial del 
pH tomada con tecnicas de CSI y una sonda molecular extrinseca. En este 
experimento, se coloco una solucion 0,3M de 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et; pH 7,4) en 

15 agua en un tubo de RMN de 5mm que contenia en su interior un capilar de 2mm 
de diimetro lleno de agua. Se obtuvo una imagen de RMN de un corte coronal 
perpendicular al eje mayor del tubo, utilizando una sonde comercial de 
microimagen (Bruker Analistische Messtechnich, Rheinstetten, Alemania) 
provista de un inserto para tubos de 5 mm y un dispositivo de gradientes 

20 magneticos ortogonales protegidos activamerrte contra corrientes de Eddy. Las 
condiciones de adquisicion fueron, 8.4 Teslas de Campo Magnetico estatico 
(B 0 ), 22°C de temperatura, 500 u de seccion perpendicular al eje z, excitacion 
selective de la resonancia H2 de 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et; 8,04 ppm) mediante una 
secuencia de eco de espln y codificacion en imagen del eco resultante 

25 utilizando un gradiente de lectura constante (eje x) y un gradiente de fase 
variable (eje y), respectivamente (Browun, T.R., Kincaid, B.M. y Ugurbil, K. 
(1982) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 79:3523:3526; Maudsley, AA, Hilal, 
S.K., Perman, W.H. y Simon, H.E. (1983). J. Mag. Res. 66 :283-294) La imagen 
de desplazamiento quimico muestra que la resonancia H2 esta presente 

30 exclusivamente en la porcion mas externa del tubo, sin contaminar 



WO 98/39664 



PCT/ES98/00045 



12 

apreciablemente el espacio ocupado pop el capilar coaxial que contiene 
exclusivamente agua. Dado que la distribuci6n de la resonancia H2 es uniforme 
en el espacio periferico al capilar, es posible concluir que el pH de 7.4 revelado 
por la resonancia H2 de 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et) es homogeneo en toda la solucidn. 

5 Este resultado demuestra que es posible obtener una imagen de aquellas 
regiones de una muestra que muestran identico pH utilizando m&odos de CSI y 
la resonancia ,H2 del compuesto 9 (R^R^H, R=Et). Se pueden obtener 
resultados similares utilizando las otras sondas indicadas en el esquema 1 6 
extender estos resultados a nuevas sondas conteniendo 19 F mediante 19 F CSI. 

10 Fjnalmente, llevamos a cabo experimentos de imagen espectroscopica 

(SI) de 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et) en ratones portadores de tumores. Se inocularon 
subcutaneamente 0,5 ml de tampon Hank's conteniendo 1X10 6 celulas de 
Fibrosarcoma inducido por radiaci6n (RIF1) en los flancos de ratones C3H/Hen 
de 6-8 semanas de edad. Se dejaron crecer los tumores durante 1-2 semanas 

15 hasta alcanzar volumenes de 400-900 mm 3 , determinados con medidas en tres 
direcciones ortogonales del tumor. Se prepararon los ratones para el 
experimento de imagen espectroscopica con una inyeccion intraperitoneal de 9 
(r 1 =r 2 =H, R=Et; 0,15 ml de una solucion 1M pH=7,0). Dos a cinco minutos 
despues de la inyeccion, se anestesiaron los ratones con cetamina (50 mg/Kg) y 

20 acepromazina (5mg/Kg), inmoviliz^ndolos en una Camilla para animates con una 
bobina solenoidal de 1 H apropiada para su utilizacion en el iman horizontal de 
4,7 Teslas. Se ayud6 a mantener la temperatura corporal del rat6n anestesiado 
mediante una bolsa de agua caliente recirculante colocada debajo del raton. 

La Camilla para animales y la bobina de 1 H estan disenadas para 

25 espectroscopfa e imagen de 1 H en general y no contienen caracterfsticas 
especfficas para la utilizaci6n de los derivados de imidazol como sonda de pH 
extracelular. Se pueden utilizar otros disefios y sondas equivalentes con igual 
facilidad para este propbsito. La imagen espectrosc6pica se adquirid utilizando 
|a secuencia BASSALE (Shungu, D.C. y Glickson, J.D. (1994) Mag. Res. in Med. 

30 32, 277-84 ; Shungu, D.C. y Glickson, J.D. (1993) Mag. Res. in Med. 30, 661 
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-71). 

La imagen espectroscopica (SI) mostrada en la Figura 4 se obtuvo de 
voxels de tamano 2x2x4 mm 3 . Cada espectro (x1,y1) hasta (x12,y12) representa 
un voxel diferente en el tumor. La parte superior (12 ppm-5,5 ppm) muestra la 
5 distribucion espacial de una de las resbnancias de los protones imidazolicos de 
9 (R 1 =R 2 =H, R=Et ; ver voxels x10-y8, x1 1-y8,x10-y7 y xl 1-y7). La parte inferior 
muestra la distribucion de la resonancia del agua (a 4,7 ppm) en los mismos 
voxels. 

Se puede calcular un valor para el pH en cada voxel a partir de los 

10 espectros de la parte superior y las curvas de titulacibn de los desplazamientos 
quimicos de 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et) f rente a pH (20, ver Figura 1) Dado que los 
desplazamientos quimicos de este prot6n no son iguales en cada voxel y que 9 
(r 1 =r 2 =H, R=Et) permanece en el espacio extracelular, la variacion entre los 
diversos voxels del desp|azamiento quimico de 9 refleja heterogeneidad de pH 

15 en las diversas zonas del tumor. 

En resumen, los resultados presentados en esta patente demuestran un 
nuevo procedimiento para obtener imagenes de la distribucion del pH 
extracelular en muestras biologicas, no transparentes, utilizando una nueva 
serie de indicadores extnnsecos y metodos de Resonancia Magnetica. 

20 Mostramos que algunos de estos indicadores no son t6xicos y permiten 
determinaciones de pH mediante metodos de imagen de desplazamiento 
quimico (CSI) o imagen espectroscdpica (SI) en volumenes de hasta 0,2 ul con 
resoluciones de pixel de 20ux20p en un campo magnetico de 8,4 Teslas. Los 
resultados de la aplicacion de esta metodologia in vivo en ratones portadores de 

25 tumores han proporcionado las primeras evidencias de heterogeidad de pH in 
situ en tumores RIF-1 implantados en ratones C3H/Hen. 



30 
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DESCRIPCI6N DETALLADA DE LOS DIBUJOS. 

Figura 1. Curva de titulacion del compuesto 9 (R^R^H, R=Et) n D 2 0 
(99,9%D). Los desplazamientos quimicos (5) del proton H2 se midieron por 1 H 
MRS (360,13 MHz, 22°C) con respecto a TSP interno a 0 ppm. Las medidas de 
5 pH no estan corregidas para el efecto del D. 

Figura 2. Concentraciones en plasma y tejidos de 1 (R 1 =R 2 =H), puntos 
blancos) y 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et, puntos negros) despues de la inyecc!6n 
intravenosa de 1 mmol de cada compuesto en ratas macho Wistar. A: Plasma, 
10 B: Higado, C: Coraz6n, D: Musculo esqueletico (gastrocnemio izquierdo), E: 
Cerebro y F: Rin6n. 

Figura 3. Imagen de pH 7,2 de un objeto modelo. Esta imagen muestra 
las regiones del especimen que tienen pH=7,2. El objeto es un tubo de RMN de 

15 5 mm de diametro con una solucion 0.3M de 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et, pH 7,2) que 
contlene insertado un capilar de 2mm de diametro con agua destilada. La 
imagen se obtuvo a 8,4 Teslas utilizando una secuencia convencional de eco de 
spin con excitacion selectiva de la senal del proton H2 (8,08 ppm) en una 
secci6n coronal con 500n de espesor (eje z). En el dominio del tiempo se 

20 recogieron 256 ecos, conteniendo 256 puntos/eco cada uno en presencia de un 
gradiente constante de lectura (eje x) y de 256 inaementos del gradiente de 
fase (eje y), respectivamente. La imagen se obtuvo despues de una 
transformacion de Fourier bidimensional de la matriz resultante (256x256) 
utilizando calculo de magnitud. En la adquisicion se empleo una sonda 

25 comercial Bruker equipada con gradientes protegidos activamente y un inserto 
de 5mm. El tamafio del voxel es (x,y,z) 20nx20nx500^ (0.2 \iL de volumen) 
conteniendo 60 nmols de 9 (R 1 =R 2 =H, R=Et). Notese que el capilar interno que 
contiene agua (a 4,8 ppm) no muestra sangrado de sefial H2. El tiempo de 
adquisici6n fue aproximadamente 60 minutos. 

30 
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Figura 4. Imagenes espectroscopicas (SI) de la distribution de 9 
(R^R^H, R=Et; A) y agua (B) en un tumor RIF-1 implantado en ratones 
C3H/Hen. La imagen se obtuvo a 4,7 Tesla (Shungu, D.C. y Glickson, J.D. 
(1994) Mag. Res. in Med. 32, 277-84 y Shungu, D.C: y Glickson, J.D. (1993) 
5 Mag. Res. in Med. 30, 661 -71). 
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REIVINDICACIONES 

1. Procedimientos para la obtenc!6n de imSgenes y espectros del pH 
extracelular por Resonancia Magn6tica con indicadores extrinsecos 

5 conteniendo *H 6 19 F. 

2. Procedimientos segun la reivindicacipn 1, caracterizados por su utilizacion en 
fisiopatoiogfa de microorganismos, org£nulos subcelulares, celulas aisladas 6 
en cultivo, organos perfundidos, animales intactos y seres humanos. 

10 

3. Procedimientos segun las reivindicaciones 1 y 2, caracterizados por la 
utilizacion de la serie de compuestos 1-9 del esquema 1 como indicadores 
extrinsecos y 1 H MRS, 1 H MRI o cualquier combinacion de estos m6todos; 6 
19 FMRS y 19 FMRI si se incluye 19 F como sustituyente en el indicador extrinseco. 

15 

4. Procedimientos segun las reivindicaciones 1, 2, 3, caracterizados por sus 
aplicaciones de diagnostico clinico en distrofias musculares, patologias 
isqu§micas y en la evaluacion de la respuesta a diversas terapias; en 
transformacion tumoral benigna o maligna, metastasis y en la evaluacion de la 

20 respuesta tumoral a terapias; en fisiologia y medicina del ejercicio y del deporte; 
o por extension en cualquier otra situacion fisiologica, patologica o terap6utica 
que involucre modificaciones en el pH intra y extracelular. 

5. Procedimientos segun las reivindicaciones 1, 2, 3 y 4 adaptados para la 
25 medida del pH intracelular y obtencion de imagenes del pH intracelular 

mediante el uso de indicadores del esquema 1 modificados para permanecer 
atrapados en el espacio intracelular. 
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